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1. ダイズトリプシンインヒピター (Kunitz) (以下 STI と略)の分画。
酸性pH での trypsin による限定水解、 CNBr による methionyl 結合の化学的開裂、及びジスルフイ
ド結合の還元カルボキシメチル化を種々組合せることにより、 STI を 4 つのフラグメント(アミノ末
端より、フラグメント A， B, C 及びD) に分画した。 STI は分子量20 ， 100でアミノ酸残基数181個から
なり、フラグメント A， B, C 及びD はそれぞれ63， 21 , 30及び67個のアミノ酸残基で構成されていた。
(以上 part 1) 。
2. アミノ酸配列の決定
上述の各フラグメントを trypsin 消化、 chymotrypsin 消化の後、得られた peptide について直接Ed­
man 法、及びカルボキシペプチダーゼ法を用いて STIの全アミノ酸配列を決定した。(以上part 2 及
び3) 。
3. STI-C の再構成
STI に CNBr を作用させて得られる 2 つのフラグメント ABC (1 14残基)と D (67残基)はそれぞれ
単独で、は阻害活性を有していないが、中性pH において混合すると約 1 時間 (half- time は 3 分)でほご
100%の阻害活性を有する物質(以下 STI-C と呼ぶ)が再構成された。 STI-C は酸性pH で解離し、
2 つのフラグメントが共有結合したものでないにもかかわらず、 CD 的に、又阻害活性からも native
STI とほ J同じものと考えられた。しかし凍結乾燥後に得られた STI-C の阻害活性は trypsin と混合
後、次第に失われてゆき「一時的阻害」の現象が見られた。又、 STI-C の収率は70%前後であるが、
これはフラグメントを単離精製の過程で一部トリプトファン残基(以下Trp と略)が酸化的修飾を受
けてフラグメントがaggregate し、 STI-C を形成し得なくなるもの (modified fragment) が出来て
くる為と考えられた。従って、 STI-C を形成し得るフラグメント (intact fragment) を精製し、以下
-80-
の実験に用いた。(以上part 4) 。
4. トリプトファン残基の化学的修飾と STトC 形成及び阻害活性への影響
STI 中には93番目、及び117番目に 2 残基の Trp が含まれている。 H202-dioxane ( 2 oC , 3 時間)に
よる Trp の酸化の結果、 STI-C は nativeSTI と同じ oxidation curve で酸化され、 0.8残基相当酸化
した STI-C は約80%の阻害活性を有していた。 4 Murea 中でゲルろ過し、分別した結果、フラグメ
ント D 中の Trp-117のみが酸化されていることがわかった。
又、フラグメント ABC 中の Trp-93 を H202で、酸化後、等モル量のフラグメント D と混合すると両者
の complex は得られるが、阻害活性は Trp-93の酸化の程度に比列して減少し、 1 モル相当の Trp-93
が酸化された complex では活性は全く見られなかった。又、その complex は CD 的にも特異な confor­
mation をとっていることがわかった。
一方、フラグメント D 中の Trp四 117 を酸化後、等モル量のフラグメント ABC と混合した時に見ら
れる現象は、先の STI-C を H202で、酸化した場合と相同であった。
以上の結果から、 STI 中の 2 個の Trp のうち、 Trp-93は STI が活性発現に必要な conformation を
とるのに、又は活性発現そのものに重要な役割をしていると結論され、 Trp-117 は STI の conforma­
tion にも活性発現にも余り重要ではないと結論された。(以上 part5) 。
論文の審査結果の要旨
ダイズ中に含まれるトリプシン活性阻害タンパク質は、 Kunitz により 1946年に始めて分離され、こ
のインヒピターの構造と阻害反応機構は多くの研究者の研究対象となっていたが、小出君は他にさき
がけてこのインヒピターの全共有結合構造を決定した。このインヒピター 1 分子中には、 181個のアミ
ノ酸が含有されていて、ダイズ中に含まれるもう一種の Bowman- Birk プロテイナーゼインヒピターよ
り分子量が大きし\0 Kunitz インヒピターの一次構造の決定に際し、小出君は阻害活性中心に存在する
-Arg-Il e- 結合のみをまづ、 pH3.8でトリプシンの作用によって切断し、さらに CNBr によるメチオニ
ル結合の切断、あるいはトリプシン消化することなく、インヒピターに含まれる 2 個のメチオニル結
合を直接 CNBr で切断、 SS 結合の還元アルキル化等の手段を巧妙に組合わせて、 4 個の断片に分離
し、これら断片中のアミノ酸配列は、断片それぞれをさらにトリプシン消化によって再断片化したペ
プチドについて常法に従って決定し、同時 lニ各断片中に含まれる SS 結合の位置も決定して、 K山litz
インヒピターの全共有結合構造を決定した。
次には、このインヒピターに直接CNBr を作用させて 2 個のメチオニル結合を切断し、 2 個の断片
(この中 1 個の断片は 2 個のペプチドからなるが、両者は SS 結合で連結されている)をそれぞれ単一






断片中に含まれる Trp-93が酸化されると、 Trp-117 を含む他方の未酸化断片と混合した場合、阻害活
性は完全に消失するが、 Trp-93が未酸化の場合には、他方の断片中の Trp-117 を酸化して混合しでも、
活性の消失は殆んどないことを明らかに七、 Trp-93は阻害活性発現に必要な立体構造の維持に重要な
役割を演じていることを明らかにした。
以上の小出君の論文は、ダイズ Kunitz トリプシンインヒピターの構造と阻害活性との相関性を解明
する上に重要な貢献をなしたものであり、同君の論文は理学博士の学位論文として十分価値あるもの
と判定する。
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